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RESUMEN 
 
Con el fin de obtener óptimos protocolos de criopreservación de espermatozoides de 
alpaca, es necesario conocer como se ve afectada la capacidad fecundante de los 
espermatozoides después del descongelamiento. La integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables es uno de los factores que determina la capacidad fecundante del 
espermatozoide. En tal sentido, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la 
criopreservación sobre la integridad acrosomal de los espermatozoides viables de alpaca 
recuperados del epidídimo, determinado mediante citometría de flujo. Se procesaron 
muestras de 46 testículos de alpaca obtenidos de Camal Municipal de Ninacaca, Pasco, 
que presentaron una motilidad ≥ 30% y concentración espermática ≥ 50x106 
espermatozoides/mL, en promedio 46.6% y 61x106 espermatozoides/mL, 
respectivamente del total de las muestras obtenidas. Los espermatozoides se recuperaron 
de la cola del epidídimo con 1mL de dilutor a base de leche descremada, yema de huevo, 
fructuosa y DMA; separándose luego en 2 alícuotas de 500 µL. La primera alícuota se 
utilizó para la evaluación de la viabilidad e integridad acrosomal inicial y la segunda 
alícuota se congeló en pajillas mediante un sistema automático de criopreservación, para 
luego almacenarse en nitrógeno líquido hasta el día de su evaluación. Todas las muestras, 
frescas y descongeladas fueron lavadas 2 veces por centrifugación con solución PBS para 
retirar el dilutor. Para la evaluación de viabilidad e integridad acrosomal, 100µL de cada 
muestra fue incubada con 2.5µL de FITC-PSA (100 µg/mL) y 0.5µL de Ioduro de 
Propidio (PI, 2.4 nM) por 10 minutos a 38°C, obteniendo finalmente una concentración 
de 2.5 µg/mL y 12 µM, respectivamente. Inmediatamente después las muestras se 
evaluaron por citometría de flujo con analizador de imágenes, adquiriéndose diez mil 
eventos compatibles con espermatozoides por muestra. FITC-PSA y PI fueron excitados 
con el láser de 488 nm, mientras que la emisión de fluorescencia fue detectada utilizando 
los canales Ch02 (505-560 nm) para FITC-PSA y Ch05 (642-740nm) para PI. Se 
seleccionó la población de espermatozoides viables (PI negativos), que en promedio fue 
el 75% del semen fresco y un 42% del semen descongelado, para de ellos determinar el 
porcentaje de integridad acrosomal (FITC-PSA negativos) y de reacción acrosomal 
(FITC-PSA positivos). Se realizó un análisis de T-student pareado para determinar como 
la criopreservación afecta la integridad acrosomal en los espermatozoides viables. Se 
encontró que la integridad acrosomal de los espermatozoides viables inicial (98.25 ± 
5.40%) fue similar (p>0.05) a la integridad acrosomal de los espermatozoides viables post 
descongelamiento (98.75 ± 2.17%). Se concluye que si bien la criopreservación 
disminuye la cantidad de espermatozoides viables, la estructura acrosomal no se altera en 
los espermatozoides de alpaca que sobreviven a este proceso.  
 
 
Palabras clave: alpaca, espermatozoides, viabilidad e integridad acrosomal, FICT-PSA, 
Ioduro de Propidio, Citometría de flujo 
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     ABSTRACT  
 
To obtain optimal alpaca sperm cryopreservation protocols, it is necessary to know how 
the fertilizing capacity of spermatozoa after thawing is affected. The acrosomal integrity 
of viable sperm is one of the factors that determines the fertilizing capacity of 
spermatozoa. In this regard, the objective of this study was to determine the effect of 
cryopreservation on the acrosomal integrity of viable alpaca sperm recovered from the 
epididymis, determined by flow cytometry. Samples from 46 alpaca testicles obtained 
from The Municipal Slaughterhouse of Ninacaca, Pasco, were analyzed. They showed 
motility ≥ 30% and sperm concentration ≥ 50x106 spermatozoa / ml, on average 46.6% 
and 61x106 spermatozoa / mL, respectively, of the total samples obtained. The 
spermatozoa were recovered from the tail of the epididymis with 1ml of dilutor based on 
skimmed milk, egg yolk, fructose and DMA; then separated in 2 aliquots of 500 μl. The 
first aliquot was used for the evaluation of the initial viability and acrosomal integrity and 
the second aliquot was frozen in straws by means of an automatic cryopreservation 
system, and then stored in liquid nitrogen until the day of its evaluation. All samples, 
fresh and thawed, were washed twice by centrifugation with PBS solution to remove the 
dilutor. For the evaluation of viability and acrosomal integrity, 100μl of each sample was 
incubated with 2.5μl of FITC-PSA (100 μg / ml) and 0.5μl of propidium iodide (PI, 2.4 
nM) for 10 minutes at 38 ° C, to reach a final concentration of 2.5 μg / ml and 12 μM, 
respectively. Immediately afterwards the samples were evaluated by flow cytometry with 
image analyzer, acquiring ten thousand events compatible with sperm per sample. FITC-
PSA and PI were excited with the 488 nm laser, while the fluorescence emission was 
detected using the Ch02 channels (505-560 nm) for FITC-PSA and Ch05 (642-740nm) 
for PI. The viable sperm population (PI negative) was selected, which on average was 
75% of fresh semen and 42% of thawed semen, for them to determine the percentage of 
acrosomal integrity (FITC-PSA negative) or acrosomal reaction (FITC-PSA positive). A 
paired T-student analysis was performed to determine how cryopreservation affects 
acrosomal integrity in viable sperm. It was found that the acrosomal integrity of the initial 
viable spermatozoa (98.25 ± 5.40%) was similar (p> 0.05) to the acrosomal integrity of 
viable post-thaw sperm (98.75 ± 2.17%). It is concluded that although cryopreservation 
decreases the amount of viable sperm, the acrosomal structure is not altered in alpaca 
sperm that survives this process. 
 
Keywords: alpaca, spermatozoa, viability, acrosomal integrity, FIT-PSA , propidium 
iodide, flow cytometry. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La producción de camélidos sudamericanos (CSA) como recurso económico se 
constituye como uno de los más importantes en las regiones altoandinas.  Existen, dos 
especies domésticas: la alpaca (Vicugna pacos) y la llama (Lama glama), y dos especies 
silvestres: la vicuña (Vicugna vicugna) y el guanaco (Lama guanicoe).  La crianza de 
alpacas tiene como objetivo la obtención de dos productos principales: la fibra y su carne; 
aunque la producción de fibra de alpaca es la de mayor importancia e interés en el 
mercado textil internacional, convirtiéndose en un producto importante para la economía 
nacional por la exportación (De Los Rios, 2006).  Las limitaciones tecnológicas de los 
productores alpaqueros, como la escases de luz, y las especiales características 
reproductivas que presentan estos animales conllevan a un interés científico en ayudar en 
este punto, donde con la ayuda de biotecnologías reproductivas podríamos seleccionar y 
obtener animales con características productivas deseadas, las cuales conlleven a mejorar 
la calidad y rentabilidad del comercio en esta especie. 
 
El uso de biotecnologías reproductivas es eficaz y bastante conocida en otras 
especies en producción como en el ganado vacuno, lográndose obtener animales 
genéticamente superiores y reduciendo el tiempo generacional.  Sin embargo, las 
especiales características fisiológicas y reproductivas en las alpacas, hasta el momento no 
han permitido su implementación y utilidad deseada en la especie (Fernández-Baca, 
1993).  Es por eso que, para la mejora en la producción de esta especie, es necesaria la 
amplia distribución de material genético de alta calidad hacia distintas áreas geográficas 
donde se vean beneficiados por la obtención de nuevas generaciones de animales 
genéticamente superiores.   
 
En alpacas existe escasa información sobre técnicas de inseminación artificial 
(IA) con semen congelado (Bravo et al., 1996); esto se podría asociar al escaso desarrollo 
de metodologías para el uso de criopreservación de semen en CSA. Es necesaria la 
reducción o total interrupción del metabolismo celular de los espermatozoides para que 
de esta manera las estructuras espermáticas y la capacidad fertilizante se mantengan. Para 
tal fin, los dilutores y crioprotectores son utilizados en la criopreservación de 
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espermatozoides. El proceso de criopreservación somete a los espermatozoides a estrés, 
los cuales pueden conducir a daños letales o subletales en la célula espermática, los cuales 
comprometerían directamente a su capacidad fecundante (Silva et al. 2003). 
 
En este sentido, es necesario realizar la evaluación de distintos parámetros 
seminales básicos así como parámetros de la función espermática, lo cual nos garantice 
que es de calidad suficiente y tenga un porcentaje de éxito alto para los fines 
reproductivos, es decir la fecundación.  Dentro de los parámetros espermáticos se tiene al 
volumen, pH, motilidad, concentración, morfología, etc. En los últimos años, muchos 
estudios recalcan la importancia de la evaluación de los parámetros de viabilidad e 
integridad acrosomal. Morton et al. (2007) reporta una disminución de alrededor de 7% 
de integridad acrosomal post congelamiento en espermatozoides epididimarios de alpaca. 
Santiani et al. (2016), reporta una disminución de alrededor 16% de espermatozoides 
viables con integridad acrosomal post descongelamiento. Sin embargo no se ha 
determinado si los espermatozoides viables con integridad acrosomal disminuyen por que 
el proceso de congelamiento induce a la reacción acrosomal, a muerte o a una 
combinación de ambos.    
 
El acrosoma, es una organela presente en la zona apical de la cabeza del 
espermatozoide que juega un papel fundamental en la fecundación. Las muestras 
seminales que presentan un gran porcentaje de espermatozoides con daño acrosomal 
tienen generalmente una fertilidad baja (Peña y Linde-Forsberg, 2000). La reacción de la 
membrana acrosomal en el momento de la fecundación es un requisito absoluto, puesto 
que, la reacción acrosomal en el espermatozoide sincronizada con la fase de penetración 
de la zona pelúcida en el ovocito, logra la recombinación genética de ambos gametos y la 
formación del embrión (Januskauskas et al., 2000). Así mismo, Fraser (1994) demostró 
con muestras seminales de ratón que sólo aquellos con acrosoma intacto pueden unirse a 
la membrana pelúcida. Por ello la capacidad fecundante de las muestras espermáticas se 
evalúan a través de integridad acrosomal y viabilidad.  
 
En las últimas décadas, la técnica de citometría de flujo ha ofrecido una mayor 
precisión al evaluar la calidad espermática (Hallap et al., 2005).  Utilizando la citometría, 
se ha reportado la evaluación de viabilidad e integridad acrosomal como parámetro en 
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diversas especies dentro de las que se ha incluido espermatozoides frescos de alpacas 
(Cheuquemán et al., 2013; Santiani et al., 2016 y Ugarelli et al., 2017).  
 
Por lo tanto el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la criopreservación 
sobre la integridad acrosomal de los espermatozoides viables de alpaca.  
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II.- REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1- Inseminación artificial en alpacas  
La inseminación artificial (IA) es utilizada en diversas especies como una 
herramienta reproductiva que permite utilizar de manera extensiva y óptima los machos 
con genética superior y así mismo para preservar especies en peligro de extinción.  En 
general, los trabajos de IA en CSA domésticos publicados son escasos y esto se debe en 
parte a que las metodologías no son siempre aplicables en campo para la extracción de  
semen y además a las pobres características cualitativas y cuantitativas que presenta el 
semen de estas especies (Aller, 1997). 
 
Los diferentes protocolos de IA usados en otras especies han dado resultados 
variables y poco alentadores en alpacas; si bien los estudios se basan en los porcentajes 
de motilidad espermática, esta característica no refleja el porcentaje de tasa de preñez. 
Fernández-Baca y Novoa (1968) realizaron el primer reporte acerca de inseminación 
artificial en alpacas, para ello el semen colectado de 2 vicuñas y 4 paco-vicuñas, fue usado 
sin diluir, y tras la inseminación de 42 alpacas se obtuvo solamente una cría de total de 
hembras trabajadas.  Posteriormente Leyva et al., (1977) colectó, con la técnica de 
electroeyaculación, semen de una vicuña y 4 pacovicuñas, usándolo también sin diluir; 
con el que inseminó 83 alpacas y 11 llamas. El 48% de las hembras se indujeron a 
ovulación con la hormona Gonadotrópica Coriónica Humana y un 11% de las hembras se 
indujeron a ovulación con la cópula de machos vasectomizados (Leyva et al., 1977).   
 
Bravo et al., (1996) y Pacheco (1996) independientemente en sus estudios 
reportan de manera similar: taza de preñez con semen fresco 73% a la IA y así mismo, 
taza de preñez con semen fresco depositado, con la técnica de laparascopía, directamente 
en los cuernos uterinos 67%.  Estos estudios se realizaron en laboratorios bajo cuidados 
y parámetros especiales, que en su mayoría no reflejan su estado en el habitad natural, lo 
cual conlleva a que exista una gran diferencia en el manejo a nivel de campo y los 
criadores del ganado, donde la tasa de preñez disminuyó a un 51% donde se trabajó con 
207 alpacas las cuales fueron inseminadas con semen fresco diluido y con la ayuda de un 
análogo de GnRH o LH, se indujo a ovulación, para que 24 horas después, 
aproximadamente, se inseminaran (Apaza et al., 2001). 
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La IA con semen criopreservado ha resultado una de las más importantes 
tecnologías que ha contribuido de manera sustancial a que los animales domésticos sean 
genéticamente mejores, sobre todo cuando el semen criopreservado es de un macho 
genéticamente superior y se pude disponer de él.  En alpacas, la biotecnología de IA, a 
pesar de sus escasos reportes, se podría considerar una alternativa para el mejoramiento 
genético, pero se continua sin desarrollar un protocolo de criopreservación óptimo, por lo 
que actualmente solo el semen fresco, es usado en IA (Huanca y Adams, 2007), con lo 
cual se limita la alta difusión de genes de alta calidad en la especie.   
 
Un protocolo de criopreservación que contemple un gran porcentaje de 
espermatozoides vivos post descongelación y que a su vez, la mayoría de estos 
espermatozoides sobrevivientes, mantengan su habilidad fecundante; será considerado 
óptimo. Esto implica conocer y comprender que los espermatozoides, durante el proceso 
de criopreservación y descongelamiento, son sometidos a estrés; así las células buscan 
disminuir los daños causados por las agresiones fisicoquímicas medioambientales a las 
que son sometidos (Silva et al., 2003). 
 
A la fecha se conocen variables resultados obtenidos de los diferentes protocolos 
de criopreservación estudiados, sin embargo no se reportan técnicas eficientes que nos 
permitan mantener la calidad espermática tras la criopreservación del semen de alpaca.  
Posiblemente, como ha sucedido con otros animales domésticos y silvestres, no será fácil 
criopreservar semen de alpaca, más aun con la dificultad de encontrar un crioprotector 
apropiado, además de la evidente dificultad que significan las anormalidades que se 
observan en los eyaculados de Alpaca, comparado con otras especies.   
 
2.2- Características de espermatozoides epididimarios 
Las dos fundamentales funciones de epidídimo son: maduración y 
almacenamiento de espermatozoides (Chenoweth, 1997; Mortimer, 1997). En la cabeza 
y cuerpo del epidídimo se da el desarrollo progresivo de la capacidad fecundante de los 
espermatozoides o maduración; y de manera exclusiva el almacenamiento de los 
espermatozoides con capacidad fecundante se da en la cola del epidídimo donde se 
encuentran en un estado de simbiosis. (Robaire y Viger, 1995).  Con esta consideración, 
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es importante señalar que la obtención de espermatozoides viables, con movilidad y 
capacidad fecundante del epidídimo, es factible, inclusive poco tiempo después de la 
castración o muerte del animal, los cuales podrían ser procesados y congelados para su 
posterior uso en IA. Conservando así de manera óptima, genes de machos con alta calidad 
genética (Albers y Barrios, 2006). 
 
La recuperación de gametos, post-orquiectomía o post-mortem en conjunto con la 
criopreservación de los mismos, ha resultado una herramienta sumamente importante que 
permite recuperar y resguardar el material genético e incluso crear bancos de reserva, que 
de otra manera se hubieran perdido en su totalidad. Además de proporcionar muestras 
biológicas para estudios científicos.  Cabe mencionar que en todas las especies de 
mamíferos el epidídimo cumple la mismas función de maduración y almacenamiento de 
los espermatozoides y por algunos días inclusive semanas se mantienen viables y con 
capacidad fecundante hasta la eyaculación (Comizzoli et al., 2001).       
 
Muchos métodos de recuperación de espermatozoides del epidídimo han sido 
reportados.  El float, en el caso de las pequeñas especies, donde el epidídimo es de menor 
tamaño, es el método más usado; en este método se corta la cola del epidídimo y los 
espermatozoides migran al exterior a través del medio gelatinoso, donde es colocada la 
cola del epidídimo y son recuperados por filtración (Yu et al., 2002). Silva et al., (2003) 
utilizó esta técnica en grandes especies. Otra técnica utilizada, es realizando varios cortes 
en la cola de epidídimo y realizando una ligera presión en la cola se colectan los 
espermatozoides por extravasación (Kaabi et al., 1981).   
 
Luego de la orquitectomía los testículos son lavados y almacenados con solución 
salina a una temperatura promedio de 4 °C, dentro un contenedor hermético.  James et al. 
(2002) demostró que los espermatozoides epididimarios conservados a 4 °C son viables 
hasta por 96 horas post orquitectomia o post mortem del macho. 
 
Es decir que ante la muerte repentina o una inevitable castración de un macho con 
gran valor genético, este tipo de biotecnología permite la recuperación y criopreservación 
de los espermatozoides epididimarios, de tal manera que se resguarda el material genético 
del macho.  Además, el conservar los testículos con solución fisiológica y a una 
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temperatura de 4 °C mantiene viable el material genético en el epidídimo por 24 a 48 
horas, para la posterior recuperación y criopreservación espermática en el laboratorio. 
(James et al., 2002).  
 
2.3-Criopreservación del semen 
2.3.1.- Proceso de congelamiento del semen 
La velocidad de reducción de la temperatura o curva de congelamiento, en la 
técnica de criopreservación, se debe tomar en cuenta como uno de los puntos más 
importantes.  La curva de congelamiento y los diferentes cambios de temperatura 
utilizados durante el proceso de criopreservación de las muestras espermáticas, están 
directamente relacionados con los daños celulares, dado que los espermatozoides sufren 
deshidratación y la formación de cristales de hielo intracelulares, durante este proceso 
(Moore et al., 2006). 
 
Para la congelación de semen existen 2 métodos principales: el convencional y el 
automatizado.  En el método convencional o también llamado manual; paso uno, periodo 
de enfriamiento, las pajillas previamente colocadas en una gradilla de metal son 
refrigeradas a 4 °C por 4 horas; paso dos, la gradilla de metal con las pajillas, se coloca 6 
cm por encima del nitrógeno líquido contenido en una caja de poliestireno por un periodo 
de 20 minutos; paso 3, finalmente, las pajillas son inmersas en nitrógeno líquido y 
almacenadas en un termo de nitrógeno.  En el método automatizado un equipo congelador 
de semen automático realiza de manera cronometrada las fases de refrigeración y 
congelación de las muestras para luego ser también almacenadas en un termo de nitrógeno 
líquido. Estos equipos tienen un protocolo estándar que se maneja según las 
recomendaciones del fabricante. Esto permite que las variaciones de temperatura sean 
estandarizadas en todas las muestras. (Vasconcelos-Filho, 2010). 
 
2.4.- Daños en el proceso de criopreservación  
2.4.1.- Shock térmico durante el proceso de criopreservación 
El término con el que se describe el estrés sufrido por los espermatozoides en 
respuesta al descenso de temperatura durante el proceso de criopreservación, es shock 
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térmico.  El shock térmico y el daño espermático causado por este, es el resultado del 
descenso de temperaturas y la velocidad en que esta ocurre (Morel, 1999). El estrés 
producido por la criopreservación aumenta cuando las velocidad de congelación es o muy 
rápida o muy lenta (Stornelli et al., 2005). 
 
Es conocido que por debajo de -20ºC los cambios biofísicos se hacen presentes en 
los espermatozoides, entre los 0 °C y los -20 °C se observan daños mayormente en la 
membrana plasmática lo que implica el aumento de su permeabilidad, incluso la salida de 
iones y moléculas. Incluso hasta los -60ºC, la descompensación iónica y deshidratación 
por la que pasan los espermatozoides, causan un shock térmico bastante grave. Esto se 
confirma al observar con el microscopio espermatozoides con la cola doblada, con 
disminución o pérdida total de la motilidad por la eminente pérdida de energía, una 
imagen clásica es ver a través del microscopio espermatozoides dando vueltas en círculos, 
como consecuencia de lo antes ya anunciado (Palacios, 2005). 
 
2.4.2.- Daños físicos y químicos a los espermatozoides 
Los daños físico-químicos durante la criopreservación son los principales y más 
graves; en general, al deshidratarse, perder la permeabilidad de sus membranas y la 
formación de cristales de hielo en el espermatozoide, este pasa por un proceso conocido 
como estrés osmótico (Palacios, 2005).  
 
La formación de hielo se dará intracelular y extracelularmente, en un 
espermatozoide sin protección sometido a temperaturas bajo cero. El daño y destrucción 
de la célula es consecuencia del crecimiento del hielo y cristales intracelulares. El hielo 
en crecimiento va arando las membranas, mientras que al mismo tiempo se van 
acumulando sales y solutos dentro de la célula, daño osmótico, como consecuencia de 
fijarse las moléculas de agua a los núcleos de hielo; estos son los principales mecanismos 
por  los que se da el daño (Ortega, 2008).  
 
Los cristales de agua pura inician su formación al bajar a -5ºC la temperatura, los 
solutos que se encuentran dentro de la célula quedan separados por la formación de los 
cristales de agua pura o cristalización. Debido a que la cristalización se da de manera 
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paulatina, las porciones de agua no cristalizadas o agua pre-congelada contienen grandes 
concentraciones de sales. (Palacios, 2005).  Como consecuencia de esto se observa un 
aumento en la presión osmótica, y al formarse los cristales de agua de manera más lenta 
dentro del espermatozoide (citoplasma), en comparación del agua extracelular (Morel, 
1999), el gradiente osmótico lleva a la salida de agua fuera de la célula, a través de la 
membrana plasmática. Finalmente el espermatozoide se deshidrata y pierde 
funcionalidad.  
 
La temperatura, la velocidad con la que desciende la temperatura y el volumen de 
agua pre-congelada regulan directamente el fenómeno de cristalización del agua 
intracelular, que daña las membranas intracelulares y así mismo la presión osmótica del 
agua pre-congelada. (Stornelli et al., 2005).  Entonces durante la criopreservación los 
espermatozoides son sometidos a condiciones hipertónicas, que originan una pérdida 
osmótica de agua que será regulada principalmente con la curva de congelación (tiempo 
y temperatura). 
 
2.4.3.- Daños a las membranas celulares 
Los cambios de fase en la membrana celular que alteran los receptores de 
membrana y proteínas como consecuencia del congelamiento, interfieren en su 
fundamental capacidad de reconocimiento del ovocito, y el transporte de agua e iones a 
través de la membrana (Ortega, 2008).  
 
A través del transporte activo, los iones Na+ y Ca++ que entran a las células 
espermáticas son retirados, debido a la alteración sufrida por los espermatozoides al 
congelarse.  A 5ºC la permeabilidad al Ca++ crece de manera significativa, de tal forma 
que supera la capacidad de eliminación de las bombas de Ca++.  Es por ello que encuentra 
Ca++ acumulado a niveles tóxicos dentro de los espermatozoide (Palma, 2001). Este daño 
se manifiesta principalmente de dos manera; con la disminución de la motilidad, y 
cambios en la morfología del acrosoma (Morel, 1999).  Se postula que el daño acrosomal 
causado por la acumulación del Ca++ es el más grave debido a la perdida de la capacidad 
fecundante del espermatozoide en comparación con la disminución de motilidad (Palma, 
2001). 
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2.4.4.- Daño oxidativo 
Los hidratos de carbono, lípidos y proteínas a través de procesos oxidativos, son 
aprovechados por el espermatozoide, para la obtención de energía, manteniendo así su 
funcionalidad y viabilidad.  El proceso para la obtención de ATP es el que se realiza en 
la mitocondria a través de la cadena respiratoria, donde también se obtienen radicales 
libres (ROS) (Membrillo et al., 2003), que son utilizados en las funciones espermáticas. 
 
Los ROS, moléculas químicas con un electrón libre, que los convierte en 
moléculas altamente reactivas; estas moléculas al tratar de estabilizarse sustraen 
electrones y pueden causar daño a diversas biomoléculas.  El estrés oxidativo al que se 
somete a los espermatozoides durante la criopreservación, tiene como consecuencia un 
posible daño del ADN (Membrillo et al., 2003).  
 
Al aumentar los ROS aumenta la probabilidad de daño a los espermatozoides por 
estrés oxidativo, puesto que, los lípidos en la membrana espermática sufren peroxidación, 
alteración de su fluidez y cambios en su permeabilidad, lo que finalmente lleva a la muerte 
del espermatozoide. La alta concentración de ácidos grasos poliinsaturados en las 
membranas espermáticas, vuelve a los espermatozoides altamente susceptibles a los 
problemas de oxidación o peroxidación, anulando la probabilidad de fecundación 
(Membrillo et al., 2003).  Además, los ROS formados en los espermatozoides dañados, 
causan un gran impacto en las células viables al rededor, ya que representarían un daño 
acumulativo para los espermatozoides almacenados (Membrillo et al., 2003).  
 
Aunque la función de los crioprotectores es en parte proteger a los 
espermatozoides con sistemas de defensa antioxidante, en situaciones en las que los ROS 
se producen en exceso, los crioprotectores llegan a ser superados y el estrés oxidativo es 
irreversible (Membrillo et al., 2003).  
 
Por otra parte, se sabe que a pesar de que los ROS tienen un efecto negativo en la 
funcionalidad espermática cuando hay acumulación en exceso; La capacitación 
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espermática, reacción acrosomal, hiperactivación y la fusión espermatozoide-ovocito se 
dan bajo la producción controlada de ROS (Morel, 1999). 
 
2.5.- Criopreservación de espermatozoides de alpaca  
A través de los años se sigue intentado encontrar un protocolo de criopreservación 
óptimo para el semen de alpaca, hallándose los diferentes resultados. En la tabla 1 se 
muestran los resultados obtenidos en algunas investigaciones realizadas en 
criopreservación de espermatozoides de CSA. 
 
Tabla 1. Investigaciones realizadas en criopreservación de espermatozoides de camélidos 
sudamericanos en los últimos años, métodos utilizados y los diferentes resultados 
obtenidos. 
AUTOR / 
AÑO 
MÉTODO DE 
OBTENCIÓN Y/O 
TRATAMIENTO 
RESULTADOS 
McEvoy et al., 
1992 
Electro eyaculación / Tris, 
yema de huevo y glicerol 
10% motilidad post 
descongelamiento 
Bravo et al., 
1996 
Colagenasa, citrato de 
sodio, yema de huevo y 
glicerol (7%) 
30 – 40 % motilidad post 
descongelamiento 
Santiani et al., 
2005 
Crioprotector etilinglicol 
20% motilidad post 
descongelamiento 
Morton et al., 
2007 
Dilutor a base de lactosa 
Motilidad 
18% 
Integridad 
acrosomal 
80%  
Morton et al., 
2010 
Dilutor de solución de 
lactosa, 20% yema de huevo 
y 3 % glicerol 
Porcentaje de 
motilidad 
 20.5 % 
Integridad 
acrosomal 
81% 
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Banda et al., 
2010 
Dilutor a base de leche 
descremada  
Motilidad  
17% 
Integridad 
acrosomal  
27% 
Santiani et al., 
2014 
Leche descremada, yema de 
huevo, fructuosa y 
antioxidante, hidroxi 
tetrametilpiperidina 
Motilidad 
22% 
Viabilidad  e 
integridad 
acrosomal 
32% 
Ccalta et al., 
2015 
 
Ciclodextrinas saturadas de 
colesterol, papaína inhibidor 
de papaína 
 
Motilidad 8%  
Integridad 
acrosomal  
45% 
 
A pesar de los intentos por encontrar un protocolo de criopreservación óptimo, la 
tabla 1 muestra que los resultados obtenidos no han sido favorables. Lo cual confirma la 
necesidad de conocer más a fondo las características y necesidades de los espermatozoides de 
CSA, para mantener. 
 
2.6.- Evaluación de viabilidad espermática y membrana acrosomal por citometría 
de flujo. 
2.6.1.- Importancia de la viabilidad y la integridad acrosomal en espermatozoides. 
 Muchos estudios han determinado el porcentaje de viabilidad e integridad 
acrosomal post- descongelamiento del semen de alpaca, en algunos la evaluación de estos 
parámetros se realizó de manera independiente. Discriminándose de esta manera la 
importancia de estos dos parámetros en conjunto para la fecundación del ovocito. En el 
2005, Santiani et.al. y en el 2010 Banda et.al. realizaron la evaluación de ambos 
parámetros en conjunto con la técnica de doble tinción con azul de tripán,  evaluado a 
través de miscroscopía óptica, pero este método resulta ser poco preciso y bastante 
subjetivo, ya que varía según el criterio del evaluador.  
 
13 
 
En la zona apical de la cabeza del espermatozoide se encuentra una organela 
membranosa, el acrosoma. Esta organela con la acción de la enzimas hialuronidasa y 
acrosina llevan a cabo el proceso de liberación del ADN espermático al medio 
extracelular, que consiste en la fusión del acrosoma con la membrana plasmática 
(Ramalho-Santos et al., 2002), llevando a cabo la fecundación del ovocito. La liberación 
del ADN contenido en el acrosoma, se realiza a través de los mecanismos de señalización 
activado ante la unión del espermatozoide y la zona pelúcida del ovocito (Harrison, 1998) 
y mediado por la hormona progesterona de las hembras (Patrat et al., 2000), esto a la vez 
es regulado intracelularmente con el aumento de calcio. 
 
Se utilizan diferentes inductores in vitro para la reacción acrosomal (Patrat et al., 
2000) uno de los más conocidos es el Calcio ionóforo (Carretero et al., 2015). Este regula 
la comunicación molecular del espermatozoide, su medio ambiente y el ovocito a través 
del flujo de iones de Ca+2 y K+, controlando la reacción acrosomal para la fecundación 
(Cardona et al., 2006). 
 
2.6.2- Marcadores de daño acrosomal  
La integridad acrosomal ha sido evaluada en el tiempo a través de diferentes 
técnicas, con ayuda de la microscopía de campo claro y de fluorescencia y recientemente 
con citometría de flujo. Utilizando azul tripán y giemsa en la técnica de doble tinsión con 
microscopía de campo claro, Santiani et al. (2005) y Banda et al. (2010) determinaron el 
porcentaje de integridad acrosomal y viabilidad espermática en espermatozoides de 
alpaca. Así mismo, en microscopía de fluorescencia se usaron las lectinas PSA y PNA 
conjugadas a FITC, por su alta afinidad con el acrosoma, donde FITC-PNA es atraído por 
los terminales de β-galactosa ubicados dentro de la membrana acrosomal externa (Silva 
et al., 2006; Hernández et al., 2012), mientras que FITC-PSA es atraído por las 
glucoproteínas ubicadas en la matriz acrosomal (Silva et al., 2006; Celeghini et al., 2010). 
Una membrana acrosomal dañada, permite el ingreso y la unión de las lectinas a su 
respectiva área de unión, siendo reflejadas como fluorescencia de color verde. Una 
reciente investigación, Ugarelli et al. (2015), determinó las cantidades exactas con las que 
las muestras deben ser incubadas, para la utilización de las lectinas FITC-PSA y FITC-
PNA, y su efectiva observación del daño acrosomal. Ambas lectinas fueron empleadas en 
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la evaluación de integridad acrosomal de espermatozoides de humano (Risopatron et al., 
2001), porcino (Siciliano et al., 2008), ovino (2Celeghini et al., 2010) y conejo, ovino y 
equino (Hernández et al., 2012). 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
2.6.3.- Citometría de flujo para análisis seminal.  
La citometría de flujo es considerada una metodología analítica que realiza una 
medición rápida y eficaz de células o partículas que se encuentren suspendidas en líquido, 
permitiendo evaluar sus características físicas y químicas de manera independiente, ya 
que producen una señal de forma individual al interferir con la fuente de luz (Barrera et 
al., 2004). 
  
La medición de varios parámetros celulares, como tamaño, complejidad, forma y 
además los componentes de cada célula o sus funciones marcadas por fluorocromos 
específicos es de las más importantes cualidades analíticas del citómetro de flujo. (Barrera 
et al., 2004). 
 
Figura 1. Imágenes de espermatozoides obtenidas con el analizador de imágenes 
del citómetro de flujo. . Imagen 3012, daño acrosomal de espermatozoide 
muerto. Imagen 2558, integridad acrosomal de espermatozoide viable.  
*composite: composición de los CH-1, CH-2, CH-5 en la imagen. 
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La citometría de flujo es actualmente el método cuantitativo más rápido y objetivo 
para el análisis de células y las partes que la conforman, tales como: núcleos, 
cromosomas, acrosomas u otras partículas en suspensión.  El principio de esta tecnología 
consiste en la alineación de las partículas suspendidas y la evaluación independiente de 
cada una de ellas a través de un haz luminoso; con ellos se produce dos tipos 
fundamentales de información; una analizada por la dispersión de la luz producida (forma, 
tamaño y superficies) y la fluorescencia que se observa en las células incubadas con 
fluorocromos y exitados con un láser.  Las señales luminosas se detectan y son 
transformados a impulsos eléctricos amplificados que se presentan como señales 
digitales, la cuales se procesan en la computadora y finalmente son interpretadas (Pérez, 
2006). 
 
La citometría como ya hemos mencionado permite una evaluación rápida y 
objetiva, ya que esta no depende del observador, sino del software analizador del 
citómetro, que permite así evaluar un gran número de espermatozoides en corto tiempo, 
generalmente en un rango mayor a 5000 espermatozoides, que en comparación con los 
100 a 200 espermatozoides evaluados generalmente en los análisis con microscopía 
óptica, nos dan un alto nivel de fiabilidad de la prueba, puesto que el conteo es 
automatizado, objetivo y rápido del flujo celular a través de la detección de intensidad de 
fluorescencia (Gillan et al., 2005), lo cual lo vuelve ideal para los análisis de muestras 
espermáticas de cualquier especie. 
 
2.6.4.- Citometría de flujo y evaluación de viabilidad e integridad acrosomal  
La evaluación de la viabilidad e integridad acrosomal con citometría de flujo se 
reportó en alpacas por Cheuquemán et al., (2013) utilizando FITC-PSA/PI y en llamas 
Carretero et al., (2015), utilizando FITC-PNA/PI. Sin embargo, recientemente, el uso de 
un sistema analizador de imágenes en conjunto con el citómetro de flujo, custionó los 
resultados que se obtuvieron con el uso de la citometría tradicional. Ugarelli et al. (2015) 
encontró que el FITC-PSA a una concentración de 1 µL/mL permite que a través del 
citómetro de flujo se pueda observar de manera clara el acrosoma. Así mismo Ugarelli et 
al (2017) obtuvo un 59% (p>0.15) de espermatozoides viables y con integridad en 
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muestras frescas de espermatozoides de alpaca, utilizando las concentraciones adecuadas 
del fluorocromo FITC-PSA.  
 
El objetivo del presente estudio fue evaluar mediante la citometría de flujo el 
efecto de la criopreservación sobre la integridad acrosomal de los espermatozoides 
viables de alpaca, para determinar una disminución significativa de los valores 
porcentuales de la misma. 
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III. MATERIALES Y METODOS 
 
3.1. Lugar de estudio 
Las muestras se obtuvieron en el Camal Municipal del Distrito de Ninacaca, 
Pasco, región de Pasco, para luego ser procesadas en el Laboratorio de Reproducción 
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos, durante el año 2018. 
 
3.2. Tamaño muestral 
El tamaño muestral se calculó utilizando la siguiente formula. 
 
En donde: 
 n: Muestras necesarias. 
 
 Zα: Valor de Z correspondiente al riesgo deseado (Considerando una 
significancia de 0.05 y un test unilateral, el Zα es 1.645). 
 
 Zβ: Valor de Z correspondiente al riesgo deseado (Considerando una Potencia de 
0.90, el valor de Z es 1.282. 
 
 S2: Varianza de la variable. (En donde de acuerdo a Santiani et al., (2016) el D.S. 
del porcentaje de espermatozoides viables con integridad acrosomal es 8%). 
 
 d: Valor mínimo de la diferencia que se desea detectar. Se proyecta una reducción 
de la integridad acrosomal en un 5%.  
     Calculando: 
n = 2 x (1.645 + 1.282)2 x (8)2 / 52 = 43.86 testículos 
 
     Se decidió trabajar con 46 testículos. 
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3.3. Obtención de muestras 
Los 46 testículos se obtuvieron de alpacas beneficiadas.  Luego del beneficio los 
testículos recuperados se lavaron con solución fisiológica (NaCl 0.9%) posteriormente se 
colocaron en bolsas herméticas individuales junto con la solución fisiológica.  Se 
almacenaron en cajas transportadoras, utilizando refrigerantes en gel y así transportarlos 
en una temperatura a 4°C para posteriormente trasladarlo y evaluarlo en Lima.  Los 
testículos seleccionados midieron un mínimo de 3 cm y tuvieron un peso mínimo de 10g 
para ser considerarlos en el presente estudio, dado que son adecuados indicadores de la 
función espermática de un macho adulto. 
 
3.3.1. Preparación del dilutor  
Para la preparación del dilutor se procedió a realizar una mezcla de 19 mL de 
leche descremada, 1 mL de yema de huevo y 0.970 g de fructosa.  A esta mezcla se le 
añadió 1840 µL del crioprotector dimetilacetamida (DMA) equivalente a una 
concentración final 1 M.  Esta mezcla final se mantuvo temperada a 38 °C. 
 
 3.3.2. Recuperación de espermatozoides epididimarios 
En el laboratorio se procesó con el retiro de la túnica vaginal visceral de cada 
testículo, luego se divulsionó para separar el epidídimo y se aisló la cola del epidídimo 
mediante un corte con tijera Mayo recta y pinza de Adson, se retiró todo el tejido 
conectivo visible con el mismo instrumental y con el bisel no cortante de una hoja de 
bisturí se corrió el contenido de los vasos sanguíneos para evitar la contaminación de la 
muestra.  Antes de aislar la cola del epidídimo, se realizó un lavado en PBS y luego se 
colocó la cola del epidídimo en una placa Petri temperada a 38 °C y se le agregó 1mL de 
dilutor en base a leche descremada para proceder a la liberación, mediante cortes seriados; 
finalmente se colectó la suspensión en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se mantuvo 
temperado a 38 °C.  
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3.3.3. Evaluación de calidad seminal (motilidad y concentración) 
Para la evaluación de la motilidad se retiró 10 µL de la muestra en suspensión de 
espermatozoides recuperados y se colocaron sobre una lámina porta objeto temperada a 
38 °C, se cubrió con una lámina cubre objeto y se observó en el microscopio con un 
objetivo 40X.  Para evaluar la concentración de la suspensión de espermatozoides 
recuperados de la muestra se diluyó en una proporción 1:20 con agua, se recuperó 10 µL 
de la dilución y se leyó en la cámara de Neubauer a 400X.  Solo aquellas muestras con 
motilidad ≥ 30% y concentración ≥ 50 x 106 espermatozoides por mL fueron 
seleccionadas para este estudio.   
 
3.3.4. Criopreservación 
Para el proceso de criopreservación se utilizó nitrógeno líquido dentro de un 
sistema de congelamiento automático Cryobath (Cryologic).  Las muestras que se 
procesaron a criopreservación se envasaron en pajillas para posteriormente someterlas en 
el Cryobath.  Se utilizó el programa # 7, en el cual se inició a una temperatura de 18 °C 
disminuyendo luego hasta 5 °C dentro de un periodo de 90 minutos, para luego 
mantenerse en esas condiciones por 30 minutos.  Posterior a este periodo la temperatura 
descendió hasta congelarse.  Una vez congeladas las pajillas se retiraron y se colocaron 
inmediatamente en el nitrógeno líquido y se mantuvo ahí hasta el día de su evaluación.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Programa #7 de congelamiento automático Cryobath (Cryologic). 
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3.3.5. Descongelamiento 
Las pajillas serán descongelaron en baño maría a 37 °C durante un minuto, luego 
se secaron y el contenido de cada pajilla se colocó en un tubo de 1.5 mL para su 
evaluación. 
 
3.3.6. Evaluación de la motilidad post descongelamiento  
Luego del descongelamiento se tomó 10 µL de cada muestra y se colocó en una 
lámina porta objeto temperada a 38 °C, se cubrió con una lámina cubre objeto y se observó 
en el microscopio con un objetivo 40X para la evaluación de la motilidad.   
 
3.3.7. Evaluación de la integridad acrosomal en espermatozoides viables  
Está evaluación se realizó utilizando el fluorocromo Isotiocianato de Fluoresceina 
conjugada a Pisum sativum (FITC-PSA), L0770, Sigma-Aldrich, como indicador de daño 
acrosomal y el fluorocromo Ioduro de propidio (PI), L7011, Molecular-probes, como 
indicador de espermatozoides no viables.  La evaluación se realizó antes y después del 
proceso de criopreservación, para tal efecto cada muestra descongelada se lavó 2 veces 
por centrifugación con PBS temperado a 38 °C a 600 G por 8 minutos.  Se eliminó el 
sobrenadante y el pellet se resuspendió en 150 µL de PBS.   
 
Se tomó 100 µL de muestra después del lavado y se agregó 0.5 µL de PI (1mg/ml) 
y 2.5µL de FITC-PSA (100 µg/ml) para obtener una concentración final de 5 µg/ml y 2.5 
µg/ml respectivamente de cada solución de trabajo, y se incubó durante 10 minutos a 38 
°C en oscuridad.   
 
3.3.8. Citometría de flujo 
Las muestras se analizaron utilizando un citómetro de flujo FlowSight (Amnis 
Seattle, EEUU), equipado con un sistema analizador de imágenes. El software de 
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adquisición usado fue INSPIRE® v. 100.3.218.0 (Amnis, Seattle, EEUU) y el software 
para analizar los datos fue IDEAS® v. 6.2 (Amnis, Seattle, EEUU).  Se adquirieron diez 
mil eventos compatibles con espermatozoides por cada muestra.  Para la excitación de PI 
y del FITC-PSA se utilizó un láser de longitud de onda de 488 nm y con una potencia de 
20mW; la emisión de la fluorescencia se leyó utilizando el canal de detección Ch-5 (642 
a 740 nm) y Ch-2 (505 a 560 nm) respectivamente. En primer lugar se seleccionaron los 
espermatozoides viables, los eventos se presentaron utilizando un gráfico tipo histograma, 
en donde el eje “X” midió la intensidad de fluorescencia del PI (Ch-5) y el eje “Y” el 
número de eventos. Se consideraron espermatozoides viables, aquellos que no 
presentaban fluorescencia a PI. Tras la selección de los espermatozoides viables (Fig. 
3A), los eventos se presentaron utilizando nuevamente un gráfico tipo histograma, en 
donde el eje “X” midió la intensidad de fluorescencia de FITC-PSA (Ch-2) y el eje “Y” 
el número de eventos. Se consideraron espermatozoides con integridad acrosomal 
aquellos sin fluorescencia para FITC-PSA (Fig. 3B). 
 
Dado que el citómetro de flujo cuenta con un sistema analizador de imágenes, se 
observaron fotos de espermatozoides para verificar que cumplan con los criterios de 
intensidad de fluorescencia mencionados. 
 
A. Selección de espermatozoides viables 
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B. Selección de integridad acrosomal. 
 
Figura 3. Histogramas para determinar la población con integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables. (A) Histograma de PI (CH-5), selección de espermatozoides 
viables aquellos con menos intensidad de fluorescencia para PI. (B) selección de 
espermatozoides con integridad acrosomal sobre la población de espermatozoides 
viables. Espermatozoides con integridad acrosomal aquellos con menos intensidad de 
fluorescencia para FITC-PSA. 
* (IA) Integridad acrosomal (RA) Reacción acrosomal. 
 
 
3.3.9. Controles de fluorescencia 
Para la corroboración de los datos se realizó los controles de autofluorescencia, 
control de FITC-PSA y control PI:  
 
 El control de autofluorescencia en donde se analizó las muestras espermáticas a 
través del citómetro de flujo sin la utilización de algún fluorocromo.   
 
 El control de PI, en el cual las muestras de espermatozoides se indujeron a muerte 
celular diluyendo la muestra con agua y sometiéndola a una temperatura de -5°C 
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por 30 minutos, y luego se evaluaron a través del citómetro de flujo utilizando el 
fluorocromo Ioduro de propidio 
 
 El control de FITC-PSA, en el cual las muestras se indujeron a reacción acrosomal 
con Ionóforo de calcio (A23187, Sigma-Aldrich), se incubó la muestra por una 
hora a 38°C en una concentración de 10 µg/mL de calcio ionóforo, y luego se 
evaluaron a través del citómetro de flujo utilizando el fluorocromo FITC-PSA.  
 
En la figura 4 se ejemplifican los controles realizados. Fig. 4A control de 
autofluorescencia de PI, se observan los espermatozoides con fluorescencia cero para CH-
5, debido a la ausencia de fluorocromos en la muestra, la población se observa a la 
izquierda el eje x. Fig. 4B control de PI, al ser inducidos a muerte los espermatozoides 
incubados con PI se presentan con mayor intensidad de fluorescencia en el CH-5, la 
población se observa hacia la derecha del eje x. Fig. 4C control de FITC-PSA, al inducir 
a la reacción acrosomal los espermatozoides incubados con FITC-PSA   se presentan con 
mayor intensidad de fluorescencia en el CH-2, la población se observa a la derecha del 
eje x. 
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B. Control de PI 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
C. Control de FITC-PSA  
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Figura 4. Histogramas de los controles para los fluorocromos PI y FITC-PSA. (A) control de 
autofluorescencia de PI, espermatozoides sin fluorescencia agrupados hacia la izquierda 
del eje x. (B) Control de fluorescencia PI, espermatozoides inducidos a muerte muestran 
altos niveles de fluorescencia, agrupados hacia la derecha del eje x. (C) control de 
fluorescencia de FITC-PSA, espermatozoides inducidos a reacción acrosomal muestran 
altos niveles de fluorescencia, agrupados hacia a derecha del eje x. 
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3.3.10. Diseño experimental y observacional 
Se realizó un diseño de muestras pareadas, en donde se evaluó las 46 muestras 
obtenidas, divididas en 2 etapas: evaluación de muestras en fresco y evaluación post 
descongelamiento.  
 
Muestras frescas Criopreservación Muestras descongeladas 
Muestra fresca 1 
 
Muestra descongelada 1 
Muestra fresca 2 Muestra descongelada 2 
Muestra fresca 3 Muestra descongelada 3 
Muestra fresca 4 Muestra descongelada 4 
….  …. 
Muestra fresca 46  Muestra descongelada 46 
   
 
Momentos de evaluación de integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables  
*Cada muestra consta de dos alicuotas para evaluación: Muestra fresca y 
muestra descongelada 
 
Figura 5. Esquema de evaluación de la integridad acrosomal de espermatozoides viables 
según su etapa de procesamiento. 
 
3.3.11. Análisis de la información 
Los parámetros de integridad acrosomal en espermatozoides viables y de 
motilidad fueron evaluados mediante el test de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para 
determinar si siguen una distribución normal. La prueba de rangos y signos de Wilcoxon, 
fué utilizada para determinar el efecto de la criopreservación en la integridad acrosomal 
de los espermatozoides viables, mientras que la prueba de T-student pareado fue utilizada 
para evaluar el efecto de la criopreservación en la motilidad. El criterio de selección de 
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las pruebas estadísticas según la distribución normal de cada parámetro, es presentado en 
la tabla 2 a continuación. 
 
Además se correlacionó integridad acrosomal de los espermatozoides viables con 
motilidad utilizando el coeficiente de correlación de Sperman. Se analizaron en 
simultaneo los datos obtenidos de las 46 muestras frescas, más los datos de las 46 
muestras descongeladas. 
 
 
Tabla 2. Test de normalidad Kolmogorov-Smirnov para integridad acrosomal de 
espermatozoides viables y motilidad. Pruebas estadísticas para análisis de los parámetros 
de Integridad acrosomal en espermatozoides viables y motilidad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parámetro 
 
Test de normalidad 
Kolmogorov-Smirnov 
 
Prueba estadística  
 
Integridad acrosomal en 
espermatozoides viables 
 
 
No normal  
 
Prueba de rangos y signos 
de Wilcoxon 
 
Motilidad  
 
 
Normal 
 
T-student pareado 
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IV. RESULTADOS 
 
Las muestras frescas y descongeladas de los espermatozoides epididimarios de 
alpacas se analizaron a través del citómetro de flujo utilizando los fluorocromos PI y 
FITC-PSA.  Los datos estadísticos de integridad acrosomal en los espermatozoides 
viables, se presentan en la tabla 3. 
   
La integridad acrosomal de los espermatozoides viables de las muestras frescas 
obtuvieron un promedio de 98.25%, una mediana de 99.67%, una desviación estándar de 
5.40%, un coeficiente de variación de 5.50% y un intervalo de confianza de 1.61%.  Por 
otro lado la integridad acrosomal de los espermatozoides viables en las muestras 
descongeladas, obtuvieron un promedio de 98.75% una mediana de 99.37%, una 
desviación estándar de 2.17%, un coeficiente de variación de 2.20% y un intervalo de 
confianza de 0.65%.   
 
Tabla 3. Espermatozoides epididimarios de alpacas, frescos y descongelados, analizados 
con los fluorocromos FITC-PSA y PI para evaluar integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables 
 Muestras frescas 
Integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables (%) 
Muestras descongeladas 
Integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables (%) 
 
Promedio 
 
98.25 
 
 
98.75 
Mediana 99.67 
 
99.37 
Desviación Estándar 5.40 
 
2.17 
Coeficiente de variación 5.50 
 
2.20 
Intervalo de confianza 1.61 0.65 
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En la tabla 4 se obtiene un valor de 46.63 ± 7.68% en la motilidad de las muestras 
de espermatozoides frescos y un valor de 23.74 ± 6.24% en la motilidad de las muestras 
de espermatozoides descongelados, encontrándose diferencia estadísticamente 
significativa entre ellas al analizar los valores mediante la prueba de t de Student pareado. 
 
Referente a la integridad acrosomal de los espermatozoides viables, se obtuvo un 
valor de 98.25 ± 5.40% en las muestras de espermatozoides frescos y un valor de 98.75 
± 2.17% en las muestras de espermatozoides descongelados, sin encontrarse diferencia 
estadísticamente significativa entre ellas al analizar los valores mediante la prueba de 
Rangos y signos de Wilcoxon.     
 
Tabla 4. Evaluación de la motilidad e integridad acrosomal de los espermatozoides 
viables mediante el estudio estadístico de t- student pareado y la prueba de Rangos y 
Signos de Wilcoxon respectivamente, de espermatozoides epididimarios de alpaca, 
frescos y descongelados 
  
Muestras de 
espermatozoides frescos 
 
Muestras de 
espermatozoides 
descongelados 
 
Integridad acrosomal de 
los espermatozoides 
viables (%) 
 
 
98.25 ± 5.40a 
 
98.75 ± 2.17a 
 
 
Motilidad (%) 
 
 
46.63 ± 7.68a 
 
23.74 ± 6.24b 
   
*Letras diferentes en las filas indican diferencia estadística significativa p<0.05. 
 
 
En la figura 6 se presentan fotos de espermatozoides analizados mediante 
citometría de flujo.  El espermatozoide que se observa en la fig. 6A pertenece a la 
población integridad acrosomal, observada mediante el sistema analizador de imágenes 
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del citómetro de flujo utilizando el canal Ch 1 en campo claro, se observa usencia de 
fluorescencia ante la exposición a los filtros para los fluorocromos FITC-PSA del Ch-2 y 
Ioduro de Propidio del Ch-5, ambos en campo oscuro y en conjunto los Ch-1, Ch-2 y Ch-
5 (composite) en campo claro.  En la fig. 6B se presenta un espermatozoide que pertenece 
a la población de eventos muertos con daño acrosomal, observada bajo el sistema 
analizador de imágenes del citómetro de flujo utilizando el Ch 1 en campo claro, se 
observa fluorescencia ante la exposición a los filtros para los fluorocromos FITC-PSA 
del Ch-2, fluorescencia verde y Ioduro de Propidio del Ch-5, fluorescencia roja; en 
conjunto los Ch-1, Ch-2 y Ch-5 (composite) en campo claro, se observa fluorescencia en 
la región acrosomal (verde) y en el núcleo (rojo).     
 
     A)                                                        
     B)                                                                                
 
  
En la tabla 5 se presenta el análisis de correlación de Pearson entre los valores 
porcentuales obtenidos entre motilidad e integridad acrosomal de espermatozoides 
Figura 6. Espermatozoides epididimarios de alpaca evaluados mediante el sistema 
analizador de imagen del citómetro de flujo. (A) Integridad acrosomal de espermatozoide 
viable. (B) Daño acrosomal de espermatozoide muerto 
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viables.  .  Se obtuvo una correlación positiva débil (r = 0.1528), pero no significativa 
(p=0.1458).  
 
 
Tabla 5. Correlación de Pearson entre motilidad e integridad acrosomal de 
espermatozoides viables, presentada por espermatozoides epididimarios de alpaca. 
Parámetros 
Espermáticos 
Correlación de Pearson 
 
Pares (n) 
r                   p 
 
Motilidad vs Integridad 
acrosomal de 
espermatozoides viables 
 
0.1528          p<0.1458 
 
92 
 
  
 
 
Figura 7. Correlación entre el porcentaje de Integridad acrosomal de los espermatozoides 
viables y la motilidad, en espermatozoides epididimarios de alpaca. 
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V. DISCUSIÓN 
 
Este trabajo es el primer reporte que confirma que la integridad acrosomal de los 
espermatozoides viables no varía significativamente durante el proceso de 
criopreservación de espermatozoides epididimarios de alpacas analizados mediante el 
citómetro de flujo, utilizando los fluorocromos Ioduro de propidio y FITC-PSA.  La 
membrana acrosomal delimita el acrosoma, protegiendo las enzimas hidrolíticas que lo 
conforman. Es importante que los espermatozoides viables mantenga intacta la membrana 
acrosomal y con ello su capacidad fecundante, ya que al entrar en contacto con el ovocito, 
la reacción acrosomal a través de las enzimas contenidas en él, permitan que se dé la 
fecundación. 
   
De lo anterior, se espera encontrar valores elevados de integridad acrosomal en 
los espermatozoides viables en muestras espermáticas frescas de alpaca. Ugarelli et al. 
(2017) reportó alrededor de 61% espermatozoides viables con integridad acrosomal, 
sobre el total de espermatozoides en la muestra; utilizando para su evaluación el 
fluorocromo FITC-PSA. En el mismo artículo Ugarelli et al. (2017), utilizando el 
fluorocromo FITC-PNA, reporta alrededor 59% de espermatozoides viables con 
integridad acrosomal, sobre el total de espermatozoides en la muestra. Sobre ello cabe 
resaltar que Ugarelli et al. (2017) presenta los resultados obtenidos sobre el total de 
espermatozoides vivos y muertos de las muestras y en nuestro caso, para los fines de 
nuestro estudio, presentamos los valores de integridad acrosomal en la población de 
espermatozoides viables. De esta manera se podría inferir que los valores obtenidos en 
ambos estudios son similares. 
 
Por otro lado Santiani et al. (2013) evaluó muestras de eyaculado de alpaca 
utilizando la técnica de doble tinción con azul de tripán y giemsa obteniendo un valor 
alrededor de 46% para viabilidad con integridad acrosomal en muestras frescas, siendo 
este un valor por debajo de lo encontrado en nuestro estudio y en Ugarelli et al. (2017). 
De ello podemos decir que el método de evaluación utilizado por Santiani et al. (2013) 
es un método subjetivo, en el cual el evaluador determina si hay daño acrosomal en el 
espermatozoide observado o no, pudiéndose encontrar diferencias en lo determinado 
entre un evaluador y otro. En nuestro estudio el citómetro de flujo nos permite 
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estandarizar la evaluación de las muestras, y así mismo nos permite evaluar una mayor 
cantidad de espermatozoides por muestra obtenida. Así mismo el analizador de imágenes 
del citómetro de flujo nos permite confirmar la información obtenida en las muestras.  
           
Posterior al proceso de criopreservación la calidad espermática disminuyó 
significativamente, disminuyendo con ello la cantidad de espermatozoides viables, sin 
embargo el porcentaje de integridad acrosomal dentro del grupo de espermatozoides 
viables se mantuvo alrededor del 98%.  Ccalta et al. (2015), utilizando el método de 
tinción de Coomasie, encontró un 45% de integridad acrosomal sobre la población total 
de espermatozoides descongelados de alpaca. Mostrando así una disminución de 32% de 
la integridad acrosomal en los espermatozoides de alpaca, tras la criopreservación de las 
muestras. Sin embargo Ccalta et al. (2015) no especifica si los espermatozoides con 
integridad acrosomal son viables o muertos, ya que se evaluó a la integridad acrosomal 
como variable independiente. 
 
Lo obtenido post descongelamiento por Santiani et al (2013) es alrededor de 33% 
de espermatozoides viables con integridad acrosomal del total de espermatozoides 
evaluados. Mostrando así una disminución del 13 % de espermatozoides con integridad 
acrosomal en muestras de alpaca, tras la criopreservación. Sin embargo, Santiani et al 
(2013) no precisa si la disminución de la población de espermatozoides viables con 
integridad acrosomal se ve disminuida post descongelamiento debido a que la 
criopreservación induce a los espermatozoides a muerte o a la reacción del acrosomal. 
Así mismo, tal como indicamos anteriormente, el método de evaluación de Santiani et al. 
(2013) es un método subjetivo, ya que la interpretación puede variar según cada 
evaluador. 
 
Hasta el momento no se han reportado más resultados que muestren el porcentaje 
de integridad acrosomal en los espermatozoides viables de alpaca luego del proceso de 
criopreservación, sin embargo se tiene reportes de valores obtenidos en otras especies, 
como el trabajo de Hernández et al. (2012) donde se evaluó eyaculados de ovinos 
utilizando el fluorocromo FITC-PNA y PI, los espermatozoides descongelados 
presentaron alrededor de 27% de viabilidad e integridad acrosomal, observándose una 
disminución de 49% de espermatozoides viables con integridad acrosomal.  En equinos, 
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Hernández et al., (2012), evaluando muestras de espermatozoides epididimarios con los 
fluorocromos FITC-PNA y PI, obtuvo 43% de viabilidad con integridad acrosomal en las 
muestras descongeladas, viéndose disminuido en un 22% la población de 
espermatozoides viables con integridad acrosomal. Así mismo en muestras de semen de 
conejo, Hernández et al. (2012) obtuvo un 40% de espermatozoides viables con 
integridad acrosomal post descongelamiento, observándose una disminución de 33% port 
descongelación. Los porcentajes presentados en los estudios de Hernández et al. (2012) 
son expresados también sobre el total de espermatozoides evaluados, y no permiten 
determinar si la disminución de las poblaciones de viabilidad con inegridad acrosomal es 
debido a la muerte de los espermatozoides o a la reacción acrosomal. 
 
Como se viene considerando desde hace algún tiempo, la medición de la 
viabilidad en conjunto con la integridad acrosomal es un parámetro que indica la 
capacidad fecundante de la muestra espermática, por lo que es necesario conocer qué 
porcentaje de los espermatozoides vivos mantienen la capacidad fecundante después del 
proceso de criopreservación. Este estudio demuestra que la integridad acrosomal se 
mantiene porcentualmente dentro del grupo de espermatozoides vivos incluso después 
del proceso de criopreservación, sin embargo es pertinente indicar que para calcular el 
tamaño muestral en este estudio consideramos una diferencia mínima a detectar del 5%. 
Esto quiero decir que si bien, no encontramos diferencias en la integridad acrosomal antes 
y después del proceso de criopreservación, podría ser que si existen tales diferencias, 
aunque en un valor menor al 5%, las cuales de existir no tendrían relevancia fisiológica.  
 
Con respecto a la motilidad este estudio obtuvo cerca del 47% de motilidad en las 
muestras frescas y después del descongelamiento cerca del 24% de motilidad, siendo esta 
una variación estadísticamente significativa. Resultados parecidos se obtuvieron en 
Valdivia et al. (1999) con 98% de motilidad en las muestras frescas y 20% después del 
congelamiento de las muestras; Santiani et al. (2005) reportó 72% de motilidad en 
muestras frescas y 20% en muestras descongeladas; Santiani et al. (2013) reporta en 
muestras frescas 53% motilidad y en muestras descongeladas 22%. En todos estos 
reportes, así como en el nuestro, la variación de motilidad post descongelamiento es 
estadísticamente significativa.  
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Hasta el momento se desconocen los mecanismos específicos por lo que la 
criopreservación disminuye la calidad espermática, sin embargo en términos generales 
los espermatozoides son sometidos a diferentes condiciones físicas y químicas durante el 
proceso de congelación y descongelación, y es por estas variaciones que valores como 
motilidad y viabilidad disminuyen. Sin embargo este estudio demuestra que a pesar de 
ello dentro del grupo de espermatozoides viables, el porcentaje de integridad acrosomal 
se mantiene. 
 
Por esto, al evaluarse el coeficiente de correlación lineal de Pearson se obtuvo 
0.1528, entre motilidad e integridad acrosomal de los espermatozoides viables; 
encontrándose que la relación existente entre ambas es negativa. En conclusión el 
porcentaje de integridad acrosomal de los espermatozoides viables, no desciende 
significativamente luego del proceso de criopreservación manteniendo la capacidad 
capacidad fecundante dentro del grupo de espermatozoides viables de la muestra 
espermática. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
 
 El porcentaje de integridad acrosomal de los espermatozoides viables en las 
muestras espermáticas, obtenidas de la cola del epidídimo, no se observa una 
disminución significativa, luego del proceso de criopreservación. 
 La integridad acrosomal no mantiene relación con la motilidad. 
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